






































直接経費 間接経費 メ口入 計
平成 12年度 2，500 。 2，500 
平成 13年度 1，600 。 1，600 
ιTJij八也、i 計 4，100 O 4，100 
研究発表
論文発表
発表者名:M. Kinoshita， T.Yabe， M. Kubota， K. Takeuchi， S.Kubota， H. 
Toyohara， M. Sakaguchi : 
テーマ: c DNA cloning and characterization of two gelatinases from 

























序論 ・ 1 
ヒラメ TIMP2遺伝子の組織別発現量の検討
第 2章 ・ 9 
ヒラメ TIMP2b遺伝子の転写調節エレメントの検索










































ヒビター (TissueInhibitor of Matrix Metalloproteinases; TIMPs)の










































( Crassostre丘 gigas)TIMPは血液細胞でのみ発現していた 9)。これまでに
魚類の TIMP遺伝子の組織発現分布を検討した例はない。現在までに、ヒラ
メ TIMP2にはアイソフォーム (TIMP2a および TIMP2b)の存在が、こ
れまでの我々の研究で明らかとなっていた O この二種のヒラメ TIMP2は、い
ずれも他の動物種で報告されている TIMP2遺伝子と高い相同性が確認され、









ヒラメ各組織に対し 10倍量の氷冷した 4MGTG溶液 (4Mグアニジンチ
オシアネ-~ ~ 10mME D T A 、2%sodium N四laurylsarcosil， 50mM 
Tris四HCl，pH 7.6)を加えてポリトロンホモジナイザーによりホモジナイズ
した後、室温で 3，000x g、 1 0分間遠心分離し、不溶性の沈殿を取り除い
た。こうして得られた上清を、 HITACHI5PA tubeにおいて 1.5mlの5.7M
塩化セシウム上に重層し。 50PA口ーター(HITACHI)をもちいて、 36，000





量の DEPC処理水に溶解、 totalRNAとした。 totalRNAの濃度は、
GeneQuant Pro"S" (Amersham Pharmacia Biotech)により測定した
260nmにおける吸光度の値をもとに決定した。
逆転写 PCR
ヒラメ各組織 totalRNA 1μg を鋳型として逆転写酵素 200U
(Superscript 1， GIBCO BRL)および 50pmol randam 6 merを含む緩
衝液(50mM Tris-HCl， pH8.3， 37.7 mM KCl， 1.5 mM MgClz， 10 mM 
DTT， 1 mM each dNTPs) 中で 250C、 1 0分間の後、 420C、50分間
反応させ、一本鎖 cDNAを合成した。その後、 7OOC、 1 5分間処理し、逆
転写酵素を失活させ、これを PCRの鋳型とした。
上記の方法で得られた cDNAを鋳型をして、 PCRを行った O プライマーは
TIMP2aFド、 TIMP2aProbePrimer2 、 FW3~ RV2、β-actinFW*、β四
actinRV*を用いた。 PCRは、 1unit ExTaq (TAKARA)を含む反応液(10 
mM Tris開HCl，pH8.3， 50 mM KCl， 1.5 mM MgClz， 0.2;<mM each dNTP) 
中で行った。 PCR反応条件は、 95 oC 2分、で鋳型を変性させた後、 95 oC 
3 0秒、 60 oC 3 0秒、 720C 1分で 35サイクル行った。使用した primerの
塩基配列を以下に示す。



















































肉で強く発現している必要はない O もしろ、今回、白血球でいずれの TIMP2
遺伝子の強い発現が確認されたことは、 TIMP2遺伝子を“肉質保持を目的"


















影響下にある 8)。たとえば、 TIMP-1，TIMP-3 は、 TPA(12-0四
tetradecanoylphorbol-13四acetate)、 TGF四 β(transforming growth 
factor)によって転写が促進されるが、 TIMP2は逆に転写が抑制される 10 
-1 2)。また、 cAMPが TIMP2の転写を活性化すること 13)， shellのダ
メージのような外的刺激にも TIMPが発現誘導されることなどが報告されて












れた沈殿物を 95%エタノールで 2回洗浄した後、室温で 10分間放置し、
DNAを風乾させた。 8mMNaOHを組織 10---20mgに対して、 0.2---0.3 ml 
の割合で加え、 40C、3日聞かけて溶解させた O その後、 HEPESを加えて、
DNAの pHを 7.2に調整し、 260nmにおける吸光値と、電気泳動法によ
10 
り濃度を測定した。
Inverse PCR (I~Cru 
クロンヒラメゲノム DNAをEcoRI， Not 1， Pst 1， Sal 1で完全消化した後、
(Not 1処理ゲノム DNAは、フェノール処理を挟んで)エタノール沈殿し酵
素を失活させ、 70%エタノールで洗浄し、沈殿物を滅菌水に溶かした。制限
酵素処理済みのゲノム DNA 1μgをT4DNA ligase (GIBCO BRL)を用
いて、 1 6 ocで一晩セルフライゲーションさせた。反応液をエタノール沈殿し
た後、 70%エタノールで洗浄し、滅菌水に溶解した O これを IPCRの鋳型と
した。プライマーは未知領域近傍の制限酵素認識部位を参照して設計した o
IPCRに用いたプライマーおよび手順を Fig.2および Fig.3に示した。
IPCRの反応条件は、 95 oC 1 0分の後、 95 oC 4 0秒・ 56 oC 3 0秒・ 7
2 OC 5分を 30サイクル、最後に 72 oC 1 0分としたoIPCRはすべてホット
スタート法を用いて行った。この IPCR産物を鋳型として、 NestedPCRを
行い、得られた断片をおのおののプライマーに付加した制限酵素で処理後、
pBluescript KS 1 + (STRATAGENE)の同制限酵素サイトにサブクローニ
ングした。
塩基配列決定
ALFred DNA シークエンサー (AmershamPharmacia Biotech)， 













ものでそれぞれ、 95%ト921----911)，94 %ト164---四 153)，87%ト762---





遺伝子の発現に関わるエレメントとして、 CRE-BP-1/仁田jun，CREB， AP-1， 
STREの配列が確認された。それぞれの既報のコンセンサス配列との相向性






ヒト TIMP2の 5'上流域は転写開始点から上流-300bpまでの閣の 76% 
を G/Cを占めており、典型的な CpGアイランドを形成している 14)。これ
は組織特異的な発現を示さないいわゆるハウスキーピング遺伝子であることを
示唆するものである。それに比べ、ヒラメ TIMP2 bの 5'上流域はにおいて
は、ヒトのそれとの相同性は 48%とかなり低い。そのためヒラメ TIMP2b 
の 5'上流域に存在するシスエレメントはヒトのものとは異なることが予想さ
れる。ヒト TIMP2の 5'上流域は、 PEA帽3や SPlにとむのに比べ、ヒラメ
12 
TIMP 2 bの該当領域には CREBP1やCREBに富む O しかしながら、逆 CCAAT
ボックスが存在することや、 AP1に富む点では共通している。ここで興味深
いのはヒト TIMP2 b 5'上流域で解析されている 2.5kbには CR芯BP1や
CREBが結合するエレメントが全く存在しないことである。ヒラメ TIMP2b5'
上流域ではクローニングした約 3.5kb中に CR忘BP1結合エレメントの完全









かっている 15)0 CREB/ ATFファミリーは全て C末端領域に塩基性アミノ
酸クラスターとロイシンジッパーからなる b田ZIP構造を有ーしこの領域を介し
てホモダイマーあるいはヘテロダイマーを形成し、 2量体として CREに結合
する O 今回 TIMP2 b 5'上流域にみられた完全コンセンサスの CRE-BP1結
合エレメントは他の CRE/ATFファミリーの因子は結合せず CR芯BP1のみが
結合することがわかっている 16)0 CRιBP1は炎症性サイトカイン(TNFα)
やストレス (UV、熱刺激、高浸透圧、 γ先照射など)により、 SAPKが活性
化されると SAPK自身に直接リン酸化され活性化することがわかっており 1















ヒトの TIMP1遺伝子の mRNAが1種類 (O.9kb)であるのに対して、ヒ
トTIMP2のmRNAは2種類 (1.2kb，3.Skb)存在することがしれれている。
ヒラメ TIMP2 bの 3'non四codingregion (3 'UTR)の配列を検討すると、
ポリ A 付加シグナルが 3カ所存在することが示唆された O このことから、ヒ



























い、真の陽性 BACクローンを 2つ単離した O これらは DNA精製用 DEAEカ




Eco RIで処理した BACクローンを、 1%低融点アガロースゲルで電気泳動
後、 TIMP2 bの 5'上流域(-3.Sk--闇O.Sk)の断片を切り出し、 pBluescript
KS (+)の EcoRIサイトにサブクローニングした。同時に BACクローンを
鋳型として FW11*とUSRV1プライマーを用いて PCRを行い、TIMP2 b 5'上




ラーゼ遺伝子を含むベクターである pGL3(promega)の XhoI/Sac 1サイ
トにサブクローニングした(これを pGL3-E1とする)。続いて、pBluescriptKS 
(+ )にサブクローニングしておいた T1MP2 b 5'上流域ト3.5k--0.Sk)を




T1MP2 bの 5'上流域 deletion seriseの調製
pGL3-EE1をSma1， Kpn 1で処理し Exo11 (double-stranded nested 




COS-7細胞は 10%FCS， 100 unit/mlペニシリン、 100μg/mlストレ
プトマイシン、 0.16% NaHC03を含む DulbeccoMEM培地(ニッスイ)
を用いて、 370C、5% C02中で培養した。
H1NAE細胞株の培養
H1NAE細胞は 10%FCS， 1100 unit/mlペニシリン、 100μg/mlスト
レプトマイシンを含む Leibovitz'sL-15 medium (G1BCO BRL)を用いて
2 OOCで培養した。なお、 H1NAE細胞は、北海道大学 吉水先生よりご提供
いただいた。
COふ7細胞への遺伝子導入
対数増殖期の COふ7細胞、 1x10犬7個を 700μ1の PBSに懸濁し、 10μ
17 
gのレポータープラスミド pGL3-TIMP2b-promoterおよび 500ngの内
部コントロールプラスミド phRL-tk(Promega)を加え、 GENEPULSER 1 
(BIO RAD)を用いて、 220v，975μFの条件で、パルスを 1回与えた。電圧
の実測値はいずれの場合も 220---250Vの間であった。パルスを与えた細胞
は、室温で 5分間静置した後、 10mlの血清入り DMEM培地(ニッスイ)で
懸濁し、 96穴プレートに 100μ1づっ撒いた。 24時間培養後に種々の実験
を行った。
HINAE細胞への遺伝子導入
対数増殖期の COふ7細胞、 1x10*ア個を 700μlの PBSに懸濁し、 10μ
gのレポータープラスミド pGL3-TIMP2b田promoterおよび2μgの内部
コントロールプラスミド phRL-tk(Promega)を加え、GENEPULSER 1 (BIO 
RAD)を用いて、 300v，625μFの条件で、パルスを 1回与えた。電圧
の実測値はいずれの場合も 328---330Vの闘であった。パルスを与えた
細胞は、室温で 5分間静置した後、 10mlの血清入り Lφbovitz's L-15 
medium (GIBCO BRL)で懸濁し、 96穴プレートに 100μlづっ撒いた。 2
4時間培養後に種々の実験を行った。
外的刺激
熱処理は細胞の入ったプレートを 3OOCの恒温水槽に 30分間浸した。 uv
処理は、一時的に培地をのぞき、 80J.m*2のuvを与え、のぞいた培地を戻
した。浸透圧刺激は、プレート内の培地を NaClの濃度の異なる 150，200， 300， 




き、 PBS(-)で 2回洗浄する。 double-luciferasereporter assay system 
(Promega)の PLB(Passive lysis buffer)にて細胞を溶解する。ルシフエラ
ーゼ発光測定は、 1420ALVOsx(WALLAC)を用いておこなった。まず、firefly
18 
luciferase 活性を dual四luciferase assay kit (Promega) の LAR
II(luciferase assay reagent 1)を細胞溶解液に入れ、 2秒の delay後、 1
O秒間測定した O 続いて STOP& Glo reagentをLAR1 と同量加えて、 2
秒の delayの後、 10秒間 Renilla1 uciferase活性を測定した。ヒラメ TIMP


















































































遺伝子の 5'上流域 3.5kbp内にもコンセンサス配列が 9筒所で確認されてお
り、また、 deletionseriesでそれらの配列を削っても高浸透圧応答性が減少


























ヒラメ(体重 1.0---1.25 kg)を株式会社 近畿活魚、より騎入し、人工海水
で24時間飼育後、 InVivo injectionに使用した。
発現ベクターの構築
メダカ骨格筋アクチン遺伝子の発現調節領域ト1430---+ 7 4 3 )を含む
GFP発現ベクター (pOlMA1-EGFP，Kusakabe et a1.， Int J Dev Biol， 43: 




リポソームのさくせいには、 InVivo Gene SHUTTLE (QUANTUM)を用
いた。












ンパク質は PVDF膜に定電流 90mAで約 1時間転写した。その後、膜を 5%
スキムミルク/Phosphatebuffered saline tween20 (PBS四T)に一晩浸潰
し、ブロッキングした。 1%スキムミルク/PBS-T20 mlに FLAG抗体溶液
(SIGMA)を1次抗体として 1ml加え、膜を 40Cで一晩浸演した。 1次抗体
反応後、 PBふTで5分間 5回洗浄した後、 1%スキムミルク/PBS-Tに2次抗
体 10mlを加えた 2次抗体反応液と室温で 45分間反応さ戸た。 2次抗体に
はアルカリフォスファターゼ標識された抗ウサギ IgG抗体を用いた O その後、
PBS-Tで5分間 5回洗浄した後、 PBSで5分間 1回洗浄し、発色試薬(100mM 
Tris-HCl， pH9.5， 100 mM NaCl， 5 mM MgCl， 20 mg/ml Nitro Blue 




に行った。サンプルには、背部普通筋から体軸方向に対して垂直に 10mmx 10 
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ター CGTAGTCGACGAATTCCCCAGCTCATCCTCAGCA -3' 
5'-CGT AGAA TTCCTGCAGTGACTGACTGACAACT AGAG情T
ター CGTAGAATTCCTGCAGCTTCTCAGGAGCATATTTCCC帽3'
5'-CGT AGAA TTCCTGCAGGCCTGCTGATTTCGTGAGAC岨3'
5'_ CGT AGAA TTCCTGCAGCCCAT AT A TTGTCCCCTCTG圃3'
5'_ GCTAGTCGACTGCAGCCCATATCGTAGCGCT -3' 
5'-CGT ACTGCAGTCGACAACACT1‘CAGGTTCTCT -3' 
5'_ CGTAGAATTCGTCGACTTGGGTCCACCTGAAGT -3' 
5'_ CGTAGTCGACGAATTCTGCTTGTCAAACTCCACA -3' 






name Consensus TIMP-2b sequence Score 
CRE-BPl TIACGTAA TIACGTAA 100 
TIACGTAA TIACGTAA 100 
AP-1 NNTGACTCANN AATGACTCAAT 95 
NNTGACTCANN ACTGACTGACT 88 
CCAAT NNNRRCCAATSA CTCAGCCAATGA 94 
CREB NNGNTGACGYNN CGGGTGACGTGG 94 
TATA STATAAAWRNNNNNN GTATAAATAGGGTGG 93 
STATAAAWRNNNNNN ATATAAAATCCCACC 88 
STATAAAWRNNNNNN TIATAAAAACITACG 86 
C/EBPbeta NKNfTGCNYAAYNN TICITGCATAACC広 91 
Sp1 GRGGCRGGGW GGGGTGGGGT 90 
CRE-BP1/c-Jun TGACG1YA TGACCITA 87 











































AATTICAAGAAAGAACTGAI I I I IIAACTTGAATTCCTATCTTIATATTCCATTCATTI 
TGGAAAAAACAACCCTGTATATATTGTAATATTICTATTATATTτCTTTTATTA仁GIMA
CRE-BPl 
ATAATATGTTTTATAAAI I II I CTIGCATAACCATAAAGTAACTIAAATTATAAAGTT 
AGAATAATATAATATTI I I I I AAAAAGCTAAAAACTAAAAAGTTGTTCfCACAτCTAAA 

























Consensus τ1MP-2b sequence / Score 




NTGASTCAG GTGAGTCAG 97 
TMAGGGGN TCAGGGGA 97 
Consensus TIMP-2b sequence :， Score 
TMAGGGGN TIAGGGGT 90 










































































Normal ;外部刺激を与えていないもの、 300mOsm/Kg; 300mOsm/Kgの培地に交換したもの、 500mOsm/Kg; 500mOsm/Kgの


















浸透圧刺激による転写誘導率 (Fig. の500mOsm/Kgの300mOsm/~に対する比率)を 100 とし、他のコンストラクトにおける































Fig. 1 2 pOIMAモGFPを注入したのヒラメ筋肉質断強度の経時的変化
的vivogene shuttleを用いてpOIMA田EGFPをヒラメ尾柄部血管に注
入し24時間飼育後、部殺した。即殺直後、および、 6時間後の窮断強
度を測定した。測定値は、各試料、約 15回の測定の平均値を示す。
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Fig. 13 pOIMA闇TIMP2bを注入したのヒラメ筋肉箆断強度の経時的変化
加vivogene. shuttleを用いてpOIMA-EGFPをヒラメ尾柄部血管に注入し
24時間飼育後、即殺した。即殺直後、および、 6時間後の窮断強度を測定
した。測定値は、各試料、約 15回の測定の平均値を示す。
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